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要　　旨
　本研究では， 抗アレルギー活性を示すポリフェノールの特性及び 3種 in vitro評価系の相関関係を明ら
かにすることを目的とし，14種類のポリフェノールの抗アレルギー活性を評価した。細胞生存率は，14種
類中 2種類において有意な低下が認められた。細胞内 Ca2+ 濃度の評価では，12種類中 6種類において有
意な低下が認められ，β-hexosaminidase放出阻害活性の評価では，12種類中 6種類において有意な低下
が認められた。ヒアルロニダーゼ阻害活性の評価では，12種類中 2種類において40％以上の阻害活性を示
した。3種の評価系の相関性を調べたところ，細胞内 Ca2+ 濃度とβ-hexosaminidase放出阻害活性にかな
りの相関性（R=0. 700）が認められた。
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Abstract
   In this study, we aimed to search for characteristic of polyphenols with anti-allergic activity using 
fifteen kinds of polyphenols, and to examine correlation of three types of in vitro assay systems, 
which are based on inhibition of intracellular Ca2+ ([Ca2+]i) level and β-hexosaminidase release from 
rat basophilic leukemia cells (RBL-2H3), and inhibition of hyaluronidase activity. A cell viability was 
signiﬁcantly decreased in two of 14 types. [Ca2+]i was signiﬁcantly inhibited in six of 12 types. The 
release of β -hexosaminidase was signiﬁcantly inhibited in six of 12 types. Hyaluronidase activity was 
inhibited more than 40% in two of 12 types. In addition, the inhibitory potencies of [Ca2+]i levels and β
-hexosaminidase release were highly correlated with anti-allergic activity (R=0.700).
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緒言
　アレルギーにはⅠ型～Ⅳ型の 4種類があり，通
常アレルギー反応と言えば，食物アレルギーや花
粉症に代表されるⅠ型アレルギーを示す。Ⅰ型ア
レルギー反応には，抗原特異的な抗体 IgEと高
親和性 IgEレセプター（Fc∊RI）を持つマスト
細胞や好塩基球が関わる。即ち，Fcレセプター
を介してマスト細胞や好塩基球に結合している
IgEが抗原によって架橋されると，マスト細胞や
好塩基球は活性化され，脱顆粒が起こりヒスタミ
ンやタンパク質分解酵素，あるいはサイトカイ
ンのような種々の化学伝達物質を放出する。脱
顆粒が起こるメカニズムとして，IgEと抗原が架
橋結合するとチロシンキナーゼ Lynが活性化さ
れ，Fc∊RIレ セ プ タ ー 上 のβimmunoreceptor 
tyrosine-based activation motifs（ITAMs）及
びγITAMsをリン酸化する。次いで，Spleen 
tyrosine kinase（Syk）がγITAMsと結合しリ
ン酸化され活性化し，linker for activation of T 
cellsを リ ン 酸 化，phospholipase Cγ（PLCγ ）
をリクルートする。加えて，Lynによって直接活
性化された Bruton’s tyrosine kinaseも Sykとと
もに PLCγのリクルートを促進する。これらの
結果，リン酸化された PLCγによって classical 
protein kinase Cが活性化され，Ca2+ の細胞内流
入を促進することで脱顆粒が起こる 1）。
　これまで，食品由来のカテキンやフラボノイド
等，多数のポリフェノール化合物が抗アレルギー
活性を示すことが報告され 2-13），抗アレルギー活
性の評価を行う際には，脱顆粒中のヒスタミンや
β -hexosaminidase，ヒアルロニダーゼといった
酵素を指標とした細胞培養実験系や動物実験系を
用いて評価がなされてきた 2-15）。in vitro評価系
において，マスト細胞のモデル細胞系であるラッ
ト好塩基球様細胞株 RBL-2H3（RBL-2H3）は，
Ⅰ型アレルギーに対する細胞内のシグナル伝達や
脱顆粒抑制といった抗アレルギー活性の評価をす
る上で広く用いられている 2-3, 6-7, 9, 11-13, 16-18）。ヒア
ルロニダーゼは，ヒアルロン酸を分解する酵素で
生体に広く存在しており，生体内におけるヒスタ
ミンの放出に先立ち活性が上昇するとされてい
る 14）。加えて，ヒアルロニダーゼは炎症時に活
性化され，組織の構造を破壊し，炎症を進めさせ
るとも考えられており，ヒアルロニダーゼ阻害活
性は，脱顆粒後の抗アレルギー活性を評価するこ
とが出来る 6, 14-15, 19）。本研究では，抗アレルギー
活性を示すポリフェノールの特性及び作用点の異
なる 3種類の in vitro評価系，即ち，ラット好塩
基球様細胞株 RBL-2H3を用いた細胞内 Ca2+ 濃
度上昇抑制及びβ -hexosaminidase放出阻害活
性とヒアルロニダーゼ阻害活性評価の相関関係を
明らかにすることを目的とし，14種類のポリフェ
ノールの抗アレルギー評価を行った。これまで，
複数のポリフェノールをこれら 3種類の in vitro
評価系で同時に抗アレルギー活性を比較した報告
はない。
実験方法
1．試料
　ポリフェノール試料として，Synephrine，β
-Ceryophylleneは TCI製のものを，Tangeretin，
Hesperidin，Myricetinは和光純薬製のものを，
Sinensetin，（+）-catechin，（-）-epigallocatechin 
gallate，（-）-epigallocatechin，（-）-epicatechin，
（-）-epicatechin gallateはフナコシ製のものを，
Rutin，Tannic acid，Curcuminはナカライテス
ク製のものを用いた。それぞれのポリフェノール
の特徴を表 1に示す。
2．細胞培養
　ラット好塩基球様細胞株 RBL-2H3（ヒュー
マンサイエンス研究資源バンクより分与）は，
37℃，5％ CO2 条件化，10% ウシ胎児血清（FBS，
Sigma-Aldrich）及び 100 U/mlのペニシリン－
ストレプトマイシン（ナカライテスク）を含む
Dulbecco’s Modiﬁed Eagle’s Medium（DMEM，
ナカライテスク）で継代培養した。
3．細胞生存率の測定
　細胞生存率は，生細胞数測定試薬 SF（ナカラ
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イテスク）を用い，操作手順に沿って行った。即
ち，RBL-2H3は細胞培養用96ウェルマイクロ
プレートに 6. 0× 104 cells/ well播種し，37℃，
5％ CO2 条件化で一晩培養した。100μlの PBS
で 2回洗浄した後，10% FBSを含む DMEMで
50 ng/mLに溶解した抗 DNP-IgE抗体（Sigma-
Aldrich）を添加し 2時間培養後，細胞を 200μl
のModiﬁed Tyrode（MT）緩衝液（137 mmol/
L NaCl，2.7 mmol/L KCl，1.8 mmol/L CaCl2，1 
mmol/L MgCl2，5.6 mmol/L glucose，20 mmol/
L HEPES，0.1％ BSA，pH 6.8）で 2回洗浄した。
MT緩衝液で溶解した 100μlのポリフェノール
試料を添加し 10分間反応後，50 ng/mLの DNP-
labeled human serum albumin（DNP-HSA，
Sigma-Aldrich）を 10μl加え，さらに30分間反
応させた。200μlの PBSで 2回洗浄後，10μlの
生細胞数測定試薬 SFを含む DMEM 100μlを細
胞に加え 37℃，30分間反応させた。その後，直
ちに xMarkTM マイクロプレート吸光分光光度計
（Bio-Rad Laboratories）で 450 nmの吸光度を測
定した。なお，ポリフェノール試料を含まない
10％ FBSを含む DMEMを添加し，同様に反応
させたコントロールの吸光度を 100％とし，コン
トロールに対する割合で算出した。
4．細胞内 Ca2+ 濃度（[Ca2+]i）の測定
　[Ca2+]iは Calcium Kit-Fluo 3（同仁化学）を用
い，Ishidaらの方法 16）に沿って行った。上記同
様に，RBL-2H3は細胞培養用96ウェルブラック
マイクロプレートに播種し，抗 DNP-IgE抗体で
感作した。その後，細胞を200μlの PBSで 2回
洗浄した後，100μlの Fluo 3 AMで 1時間反応
させた。反応後，200μlの PBSで 2回洗浄し，
PBSで溶解した100μlのポリフェノール試料を
添加し10分間反応後，MT緩衝液で 0. 625 μ g/
mlに調整した DNP-HSAを10μl加え，直ちに
蛍光強度を蛍光・発光マイクロプレートリーダ
（Thermo）で485 nm，538 nmの吸光度を測定し
た。測定値は DNP-HAS刺激前の吸光度を 1と
し， 5分後の相対値を表した。なお，ポリフェ
ノール試料を含まない PBSを添加し，同様に反
応させたものをコントロールとし，DNP-HSAを
含まないMT緩衝液を添加し，同様に反応させ
たものをブランクとした。
5．β ︲hexosaminidase の放出阻害活性
　 脱 顆 粒 阻 害 作 用 は， 脱 顆 粒 中 の 酵 素 β
-hexosaminidaseの放出阻害活性で評価した 17）。
即ち，24ウェルマイクロプレートに 2. 5× 105 
cells/wellで細胞を播種し，一晩培養した。1 
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表 1．各種ポリフェノールの特徴
4  高知県立大学紀要　健康栄養学部編　第66巻 
mlの PBSで 2回洗浄した後，10% FBSを含む
DMEM で 50 ng/mLに溶解した抗 DNP-IgE抗
体を添加し 2時間培養後，細胞を 1.5 mLのMT
緩衝液で 2回洗浄した。MT緩衝液で溶解した
490μlのポリフェノール試料を添加し10分間反
応後，50 ng/mLの DNP-HSAを10μl加え，さ
らに30分間反応させた。ポリフェノール試料を
含まないMT緩衝液を添加し同様に反応させた
ものをコントロールとした。培養上清を回収後，
細胞を 0. 1％ Triton X-100/MT緩衝液で溶解す
ることで細胞溶解液を得た。培養上清及び細胞
溶解液それぞれ50μLを96ウェルプレートに移
し，37℃ で 5分 間 加 温 後，50μLの 0. 1 mol/L
クエン酸緩衝液，pH 4. 5に溶解した 3. 3 mmol/
L p-nitrophenyl-2-acetoamido-2-deoxy-β 
-D-glucopyranosideを加え，37℃で25分間反応
させた。反応溶液に100μLの 2. 0 mol/Lグリシ
ン緩衝液，pH 10. 4を加えて反応を停止後，405 
nmの吸光度を測定した。β-hexosaminidase放
出率を以下の式により求め，コントロールのβ
-hexosaminidase放出率を100％として，ポリフェ
ノール試料のβ-hexosaminidase放出阻害活性を
計算した。
　β-hexosaminidase放出阻害活性は以下の式に
より求めた。
 
6 ．ポリフェノールのヒアルロニダーゼ阻害
活性
　ヒアルロニダーゼ阻害活性は，前田ら 14）の方
法により行った。すなわち，各抽出液 0. 1 mlに 0. 1 
M酢酸緩衝液（pH 4. 0）に溶解した 4 mg/mlの
ヒアルロニダーゼ溶液（Sigma-Aldrich）を 0.05 
ml加えた。37℃で20分間放置した後，0. 5 mg/
ml の Compound 48/80（Sigma-Aldrich） を 0.1 
ml加えた。さらに，37℃で20分間放置した後，
0. 1 M酢酸緩衝液（pH 4. 0）に溶解した 0. 8 mg/
mlのヒアルロン酸（和光純薬）を 0. 25 ml加え
た。37℃で40分間放置した後，0. 1 mlの 0. 4 N
の水酸化ナトリウムを加えた。0. 1 mlのホウ酸
溶液（pH 9. 1）を添加し，沸騰水浴中で 3分間
加熱後，室温まで冷却した。試験管を氷中に移し，
p-DAD試薬（和光純薬；p-DAD 5 g，10 N塩酸
溶液 6 ml，酢酸44 mlを混合し，使用直前に酢酸
で10倍に希釈した。）を 6 ml加えた。37℃で20分
間放置した後，585 nmの吸光度を測定した。な
おそれぞれのブランクは酵素溶液の代わりに 0.1 
M酢酸緩衝液を用いた。
　阻害率は以下の式により求めた。
　　阻害率（％）＝ {（A－ B）－（C－ D）}/
　　　　　　　　　　　　（A－ B）× 100
　　　　A）　コントロール溶液の吸光度
　　　　B）　 コントロール溶液のブランクの吸
光度
　　　　C）　試料溶液の吸光度
　　　　D）　試料溶液のブランクの吸光度
7．統計処理
　測定値は平均±標準偏差で示した。統計ソフト
は SPSS Statistics 21を使用した。独立多群の差
の検定には一元配置の分散分析（ANOVA）を用
い，その後，Post hoc検定として Dunnett法を
用いた。相関係数については Pearsonの相関係
数を用いた。危険率は 5％未満で有意差ありと判
断した。
結果
1．細胞生存率
　 図 1に， ポ リ フ ェ ノ ー ル の 細 胞 生 存 率 を
示 す。14種 類 の ポ リ フ ェ ノ ー ル の う ち，（-）
-epigallocatechin，Tannic acid に お い て 有 意
に細胞生存率の低下が認められた（p < 0.05）。
従 っ て，（-）-epigallocatechin，Tannic acidは，
RBL-2H3を用いた評価系で抗アレルギー効果を
評価することが出来ないため，以後の評価から除
外した。
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ᅗ 1㸬ྛ ✀࣏ࣜࣇ࢙ࣀ࣮ࣝࡀ RBL-2H3⣽⬊ࡢ⏕Ꮡ⋡࡟ཬࡰࡍຠᯝ ヨᩱ⃰ᗘ㸸100 μmol/L  ᐃ್ࡣ 3㐃ࡢᐇ㦂ࡢᖹᆒ್࡛࠶ࡾ㸪࢚࣮ࣛࣂ࣮ࡣᖹᆒ್sᶆ‽೫ᕪࢆ⾲ࡍࠋ*p < 0.05, **p < 0.01, 
vs. control 
ᅗ 3㸬ྛ ✀࣏ࣜࣇ࢙ࣀ࣮ࣝࡀ RBL-2H3⣽⬊ࡢ⬺㢛⢏࡟ཬࡰࡍຠᯝ ヨᩱ⃰ᗘ㸸100  ᐃ್ࡣ 3㐃ࡢᐇ㦂ࡢᖹᆒ್࡛࠶ࡾ㸪࢚࣮ࣛࣂ࣮ࡣᖹᆒ್sᶆ‽೫ᕪࢆ⾲ࡍࠋ*p < 0.001, vs. control 
ᅗ 2㸬ྛ✀࣏ࣜࣇ࢙ࣀ࣮ࣝࡀ RBL-2H3⣽⬊ࡢ[Ca2+]i࡟ཬࡰࡍຠᯝ ヨᩱ⃰ᗘ㸸100   ᐃ್ࡣ 3 㐃ࡢᐇ㦂ࡢᖹᆒ್࡛࠶ࡾ㸪࢚࣮ࣛࣂ࣮ࡣᖹᆒ್sᶆ‽೫ᕪࢆ⾲ࡍࠋ*p < 0.05, **p < 0.01, 
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2．[Ca2+]i 
　 図 2に， ポ リ フ ェ ノ ー ル の [Ca2+]iを 示 す。
12種類のポリフェノールのうち，Sinensetin，
Tangeretin，（-）-epigallocatechin gallate，（-）
-epicatechin gallate，Curcumin，Myricetinにお
いて有意に [Ca2+]iの低下が認められた（p< 0. 05）。
3．β︲hexosaminidase 放出阻害活性
　図 3に，ポリフェノールのβ-hexosaminidase放
出阻害活性を示す。12種類のポリフェノールのう
ち，Synephrine，Tangeretin，（-）-epigallocatechin 
gallate，（-）-epicatechin gallate，Curcumin，
Myricetinにおいて有意にβ-hexosaminida放出活
性の低下が認められた（p < 0. 05）。
4．ヒアルロニダーゼ阻害活性
　図 4に，ポリフェノールのヒアルロニダーゼ
阻害活性を示す。12種類のポリフェノールのう
ち，（-）-epigallocatechin gallate，（-）-epicatechin 
gallate に お い て40 ％ 以 上，（+）-catechin，（-）
-epicatechinにおいて30％以上の阻害活性を示し
た。
5．3 種類の抗アレルギー活性評価の相関　
　図 5に，3種類の抗アレルギー活性評価の相関
を示す。細胞生存率を考慮し，細胞毒性が認めら
れた試料を除外し相関性を調べたところ，[Ca2+]i
とβ-hexosaminidase放出阻害活性との間にはか
なりの相関性が認められた（図 5 A，R=0. 700）。
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一方，[Ca2+]iとヒアルロニダーゼ阻害活性及びβ
-hexosaminidase放出阻害活性とヒアルロニダー
ゼ阻害活性との間にほとんど相関が認められな
かった。（図 5 B, C）。
考察
　本研究結果より，活性に強弱はあるものの（-）
-epigallocatechin gallate，（-）-epicatechin gallate
は 3種類の作用点の異なる評価法において，
Tangeretin，Curcumin，Myricetin は 2 種 類 の
作用点の異なる評価法において抗アレルギー活性
を示した。
　本研究で用いたポリフェノールのうち，こ
れ ま で に Tangeretin12） や（-）-epigallocatechin 
gallate4, 8），（-）-epicatechin gallate8），Curcumin9），
Myricetin3, 7）が抗アレルギー活性を示すことが
報告されている。これらの結果 3-4, 7-9, 12）は，β
-hexosaminidase放出阻害活性評価の結果とよ
く一致するものであり，[Ca2+]iにおいても大部
分で一致した。トリフェノール構造は，抗アレ
ルギー活性に必要であると推察されており 8），（-）
-epigallocatechin gallate，（-）-epicatechin gallate，
Myricetinが本構造を持つことから，本研究か
らもその重要性が示唆された。一方，ヒアルロ
ニダーゼ阻害活性においては，ガロイル基を有
するポリフェノールでのみ強い阻害活性が認め
られた。Kakegawaら 19）は，数種のタンニン類
について，肥満細胞ヒスタミン遊離抑制活性及
びヒアルロニダーゼ阻害活性を調べた結果，ガ
ロイル基を有するタンニン類に強い活性が存在
することを報告している。さらに，山本ら 8）は，
ラットマスト細胞を使ったヒスタミン遊離試験
結果から，緑茶に含まれる（-）-epigallocatechin 
gallateがヒスタミン遊離を強く抑制すること，（-）
-epigallocatechin gallateのガロイル基がその活
性に重要であると同時に，それを介して細胞膜に
安定化などに関与していると考察している。本研
究においても，ガロイル基を有するポリフェノー
ルの構造がヒアルロニダーゼ阻害活性に大きく関
係していることが推測された。一方，Curcumin
にも抗アレルギー活性が認められたが，上述のよ
うなトリフェノールやガロイル基以外の別の構造
が関係していることが推測されるが，本研究結果
からは明らかにすることが出来なかった。
　本研究結果より，配糖体の Rutinや Hesperidin
は，いずれの評価系においても抗アレルギー活
性が認められなかった。一方，RBL-2H3細胞
を用いた研究により，Rutinのアグリコンであ
る Quercetin及び Hesperidinのアグリコンであ
る hesperetinの抗アレルギー活性が報告されて
いる 3, 18）。このことから，糖鎖の有無が抗アレル
ギー活性に重要であることが考えられた。メトキ
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シ基数及びヒドロキシ基数と抗アレルギー活性と
の間に相関性は認められなかった。
　Ca2+ は細胞内シグナル伝達を担う代表的なセ
カンドメッセンジャーの一つであり，マスト細胞
や好塩基球における [Ca2+]iは脱顆粒前に上昇す
ることが知られている。一方，Ca2+ に非依存的
な経路によって脱顆粒が起こることも報告され
ている 1）。脱顆粒の結果放出される酵素としてβ
-hexosaminidaseが挙げられ，同様に，ヒアルロ
ニダーゼも，生体内におけるヒスタミンの放出に
先立ち活性が上昇するとされている 14）。ヒアル
ロニダーゼ阻害活性に関しては，マスト細胞から
のヒスタミン遊離抑制活性と相関性があることが
Kakegawaらにより報告されている 19）。本研究結
果より，3種類の in vitro評価系の中で [Ca2+]iと
β-hexosaminidase放出阻害活性との間にはかな
りの相関性（R=0. 700）が認められた。このこと
から，抗アレルギー活性を持つポリフェノールの
大部分は，Ca2+ に依存的な経路によって脱顆粒
が起こることが示唆された。一方，[Ca2+]i及びβ
-hexosaminidaseとヒアルロニダーゼ阻害活性と
の間に相関性は認められなかった。今回行った 3
種評価法のうち，[Ca2+]iとβ-hexosaminidase放
出阻害活性は RBLL-2H3をベースとした評価系
で，脱顆粒前にポリフェノールを作用させている
ことに対し，ヒアルロニダーゼ阻害活性は，細
胞を使用せず，脱顆粒後に放出されるとされて
いる酵素とポリフェノールを作用させた後，基
質と反応させ評価する点で異なり，評価間での
相関性が認められなかったと考えられる。相関
性は認められなかったものの，本研究結果より，
（-）-epigallocatechin gallate や（-）-epicatechin 
gallateのようなガロイル基を有するポリフェ
ノールは今回行ったすべての評価法において，抗
アレルギー活性を示した。（-）-epigallocatechin 
gallateや（-）-epicatechin gallateの脱顆粒抑制や
ガロイル基を有するポリフェノールのヒアルロ
ニダーゼ阻害活性は，すでに先行研究 4, 8, 19）で報
告されており，本研究結果と一致した。一方，（-）
-epigallocatechin gallateは [Ca2+]iの上昇を抑制
しないとの報告 20）もあり，本研究結果と異なっ
た。Ca2+ プローブや各種実験条件が異なってい
たことが理由に挙げられるが，本研究からは理由
を明らかにすることが出来なかった。これらガロ
イル基を有するポリフェノールは，一連のⅠ型
アレルギー反応において，Ca2+ に依存的な経路，
そして複数の作用点で抑制的に働くことが示唆さ
れた。
　結論として，抗アレルギー活性を示すポリフェ
ノール及び作用点の異なる 3種類の in vitro評価
系の特性を示した。本研究は，今後新たに抗アレ
ルギー活性を有する食品や有用植物等を探索する
ための基礎資料となる。
本研究は平成27年度高知県立大学「科研費」獲得支援
助成事業補助金により実施された．
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